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Pain animal models and electroacupuncture

SUMMARY

Animal models of pain have permitted in the last decades
important advances in neurobiologic research, but biological
systems are not exact and there are multiple factors that can
lead to contradictory results. Those difficulties are exacerba-
ted in models addressed to electroacupuncture treatment pro-
cedures, as a parametric variability exists for the liberation of
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mediators, also for the response of biochemical systems ma-
nipulated under physiologic or pathological conditions, among
other the influence of the stress induced analgesia (SIA). Our
purpose is to critically analyze some recent experiments in this
field, from authors that have faced these difficulties and still
have provided important elements for the clarification of the
mechanisms involved in acupuncture analgesia.

Key Words: animal model, pain, nociception, electroacu-
puncture.

RESUMEN

Los modelos animales de dolor han permitido en las ulti-
mas décadas un salto en las investigaciones de su neurobio-
logia, pero los sistemas biolégicos no son exactos y hay
multiples factores que pueden determinar resultados contra-
dictorios. Las dificultades se exacerban al disefiar modelos en
los que se aplique la electroacupuntura, pues existe una va-
riabilidad parameétrica para la liberaciéon de mediadores, tam-
bién para la respuesta de los sistemas bioquimicos
manipulados en condiciones fisiolégicas o patolégicas, mar-
cada influencia de la Analgesia Inducida por Estrés (SIA), en-
tre otras. Nuestro proposito es analizar criticamente algunos
experimentos recientes en este campo, de autores que han
enfrentado estas dificultades y atin asi, han aportado elemen-
tos importantes para el esclarecimiento de los mecanismos in-
volucrados en la analgesia acupuntural.

Palabras Clave: modelo animal, dolor, nocicepcion, elec-
troacupuntura.

INTRODUCCION

Estudios recientes en el campo de la electroacu-
puntura experimental, diseflados en modelos de dolor
en circunstancias patoldgicas, ya fueran inflamatorias
o de lesién neural y dirigidos a evaluar las alteracio-
nes del procesamiento nociceptivo (1); lograron pro-
mover un cambio dindmico de los elementos que
soportaban cientificamente la acupuntura y sus técni-
cas afines, en el mismo sentido que avanza el conoci-
miento de la biologfa molecular del dolor. En la
actualidad se reconocen los efectos de esta técnica so-
bre los receptores de aminodcidos excitatorios en
interaccion con el sistema opiode, este dltimo muy
bien documentado en estudios previos, también se
considera la influencia que pudiera ejercer sobre el
mecanismo de sensibilizacidn central y la plasticidad
neuronal, la actividad sobre la via 6xido nitrico sin-
tasa/6xido nitrico/guanosin monofosfato ciclico
(NOS/NO/GMPc), los efectos antiinflamatorios no
dependientes de opiodes ejercidos a través del control

de la liberacién de citocinas y neuropéptidos; hallaz-
gos que sugieren su participacion en la regulacion de
multiples sistemas biolégicos, responsables del dolor
observado clinicamente en nuestros pacientes. El des-
arrollo de estudios dirigidos a estos blancos molecu-
lares, con un método de aplicacién electroacupuntural
que simule activamente la sistemdtica clinica, nos
conducirfa al esclarecimiento de la bioquimica que
media en sus acciones.

OBJETIVOS

* Promover estudios en el campo de la electroacu-
puntura experimental, en modelos animales de
dolor patoldgico y con métodos que simulen la
sistemdtica clinica de aplicacidn de este proceder.

* Actualizar los conocimientos sobre los mecanis-
mos de accion de la analgesia electroacupuntu-
ral seglin reportes recientes en este campo.

DESARROLLO

Efectos antiinflamatorios no dependientes de
opiodes de la electroacupuntura a baja frecuencia
en un modelo de dolor inflamatorio inducido con
carragenina en ratas.

Es conocida la analgesia opiode-dependiente de la
electroacupuntura (EA) con una baja frecuencia de es-
timulacion, asi como la inhibicion de la expresion de
la proteina Fos en el cuerno dorsal espinal (CDE), es-
ta proteina es el producto del gen c-fos, considerado
uno de los genes de expresidon temprana candidatos pa-
ra acoplar la excitacion neuronal a las modificaciones
adaptativas a largo plazo de la transcripcion (2,3). La
expresion de proteina Fos se utiliza como marcador
del incremento de la actividad neuronal en respuesta
a la inflamacion y a los estimulos nociceptivos.

En este estudio se aboli6 el dolor con anestesia ge-
neral y se cre6 un modelo para estudiar los efectos de
la EA sobre la inflamacién (2), los resultados de-
muestran inequivocamente que la inhibicién causada
por la EA de baja frecuencia sobre el edema inducido
por carragenina (CA) y sobre la expresidn de protei-
na Fos no dependen del sistema opiode al estar blo-
queado por un antagonista no selectivo como la
naloxona (4), que tampoco impidid la inhibicién de la
actividad neuronal Fos inmunorreactiva (Fos-IR) en
ldminas superficiales del cuerno dorsal, observada a
las cuatro horas que siguieron a la inyeccion ipsilate-
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ral de CA. El incremento en la actividad neuronal que
sigue a la injuria o sensibilizacidn central es respon-
sable de la hiperalgesia y la inflamacién neurogéni-
ca. Se reporta una correlacidn positiva entre la cuantia
del edema y el nimero de neuronas Fos-IR en el cuer-
no dorsal (3), hecho que sostiene la existencia de una
asociacion estrecha entre la severidad de la inflama-
cion periférica y la extension de la activacion neuro-
nal; la interrogante seria si la inhibicién de proteina
Fos por la EA es secundaria a la reduccion del edema
o viceversa. Estudios electrofisioldgicos, previos de-
mostraron que la inhibicién central directa opiode-de-
pendiente de la transmisién nociceptiva por EA o por
Neuroestimulacion Eléctrica Transcutdnea (TENS) en
cuerno posterior, es supresora de c¢ fos (2,3,5); en el
presente estudio la misma se encuentra bloqueada, por
lo que la posibilidad de que el efecto inhibidor sobre
la expresién de proteina Fos, al menos en parte, sea
secundario a la inhibicién de la inflamacidn periféri-
ca, es de considerar.

La actividad del sistema opiode es un fenémeno
bien documentado durante la acupuntura (3,4,6,7),
pues sus efectos son atenuados por la administracién
sistémica y la microinyeccion intracerebral de anta-
gonistas, también se ha encontrado un incremento de
opiodes en el liquido cefalorraquideo (LCR) de hu-
manos que sigue a su aplicacion. La localizacién ad-
yacente de neuronas contenedoras de Fos y neuronas
betaendorfinicas positivas en el 16bulo anterior de la
hipéfisis, también sugiere que esta es activada por la
acupuntura para incrementar la liberacién de opiodes;
sin embargo se ha observado que los efectos de la acu-
puntura sobre pacientes con dolor crénico son resis-
tentes a la naloxona; al parecer los opiodes solo
contribuyen al efecto pasajero de la acupuntura, mien-
tras que el control que esta ejerce sobre muchos dolo-
res clinicos complejos es no opiode dependiente (2).
La observacion que hacen los autores sobre la falta de
efectividad de la EA aplicada después de establecida
la inflamacidn, y su importante actividad antiinflama-
toria al aplicarla 45 minutos antes de la administracién
intraplantar (i.pl.) de CA; perfilé un importante efec-
to profildctico de relevancia clinica, que limitaria su
utilizacidn terapéutica. Existen reportes interesantes
de la inefectividad del TENS, que posee algunos me-
canismos similares a la EA, para reducir la inflama-
cion articular inducida por CA y Kaolin (8), asi como
la nota clinica interesante sobre la utilizacién con ma-
yor frecuencia de la EA en el perfodo preoperatorio
para tratar el dolor, la nduseas y vémitos del postope-
ratorio que en el postoperatorio mismo (9).

Algunas caracteristicas del modelo de edema plan-

tar inducido por CA lo catalogan como excelente pa-
ra la evaluacion de drogas antiinflamatorias (10). Es
un procedimiento de tamizaje, pues se suceden una
serie de complejas reacciones que involucran a mul-
tiples mediadores, entre ellos: histamina, serotonina,
metabolitos del dcido araquiddnico via ciclooxigena-
sa (COX), citocinas, neuropéptidos. y ademds la pro-
duccidén de especies reactivas de oxigeno estd bien
establecida (11-13). Durante los primeros 60 minutos
después de la inyeccion de CA, se inicia la fase no fa-
gocfitica, caracterizada por injuria citoplasmadtica de
mastocitos y su degranulacion, lesion citoplasmadtica
y de organelos de las células endoteliales de los va-
sos sanguineos, asi como expresion de interleucina 1
(IL-1) que atrae fagocitos al sitio de irritacion (10).
Un elemento clave en esta fase temprana es el incre-
mento de sustancia P (SP). Posteriormente y secun-
daria a la fase anterior comienza la fase fagocitica.
Mis especificamente segtin el mediador predominan-
te, se describen cuatro fases: una fase inicial en la que
se liberan histamina y serotonina, una segunda fase
mediada por cininas, una tercera fase (alrededor de
las cinco horas) en la cual la liberacion prostaglandi-
nas (PGs) es predominante y una cuarta fase vincula-
da con infiltracion local de neutréfilos y activacion
de ellos (12-17). El hallazgo de que el pre-tratamien-
to con EA inhiba el edema, es sugestivo de que pue-
da inhibir algunas de estas reacciones de la fase no
fagocitica como la degranulacién de los mastocitos,
la expresion de IL-1 y el incremento de SP (14,18,19).
Existen reportes de disminucién de SP en la periferia,
CDE, ntcleo trigeminal, asi como la reduccion de IL-
I8 en tejido sinovial y células del Bazo (15) en mo-
delos de artritis en los que se aplic6 la EA (Fig. 1).

Fig. 1. Medici6 del edema de la pata trasera de la rata in-
ducido con carragenina.
Laboratorio de Farmacologia del CQF.
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Estudio paramétrico de la electroacupuntura en un
modelo de hiperalgesia y expresion de proteina Fos
espinal en ratas.

La relevancia de este experimento radica en la
aplicaciéon de un método electroacupuntural con el
animal conciente, no restringido, sin anular el feno-
meno doloroso para determinar el efecto antihiperal-
gésico y estudiar los pardmetros ideales de
estimulacion (frecuencia de pulso, intensidad de co-
rriente, duracion del tratamiento, onda de pulso) en
condiciones patoldgicas. Se realizé en un modelo de
dolor inflamatorio persistente, inducido por adyuvan-
te completo de Freund (CFA) unilateralmente en la
pata trasera (20), condiciones que mimetizan el dolor
cronico. Este estudio irrumpe dialécticamente sobre
muchos criterios pre-establecidos en la neurobiologia
de la analgesia electroacupuntural, pues la mayoria de
los experimentos anteriores que informaron sobre la
pardmetro-dependencia de esta, se realizaron en ani-
males sanos, que no expresaban la sensibilizacion de
los nociceptores periféricos y la hiperexcitabilidad del
sistema nervioso central, responsables de la hiperal-
gesia y alodinea que observamos en nuestros pacien-
tes. También los estudios se llevaron a cabo en
animales restringidos e influenciados por la analgesia
inducida por el estrés (SIA, por sus siglas en inglés)
(21,22) o sedados, en condiciones que pudieron so-
portar intensidades de estimulo muy superiores a las
que puede tolerar un animal conciente y estas terapias
se realizan en el humano conciente. Evidentemente
con este nuevo método, al extrapolar los resultados
obtenidos en animales, a humanos con dolor patold-
gico, de alta incidencia en nuestras clinicas (23), es-
taremos mads cerca de la verdad.

Los autores probaron mediante la latencia de reti-
rada de la pata (PWL, por sus siglas en inglés) ante
una fuente de calor, que el efecto antihiperalgésico de
la EA fue éptimo a 10 Hz/3 mA/0.1 ms/20 min por un
periodo de observacién de 7 dias. Con esta frecuen-
cia fue mucho mds efectiva la accidn inhibitoria a lar-
go plazo, mientras que a 100 Hz es muy potente pero
de corta duracion; lo que es consistente con estudios
en animales no injuriados en los que altas frecuencias
(50-200 Hz) inducen una corta analgesia, mientras
que bajas frecuencias (2-4 Hz) inducen analgesia pro-
longada. No obstante es de notar que la mayor exten-
sion de la analgesia, en estos casos, no alcanzo una
hora (24). La baja frecuencia tipica de 2 Hz demos-
trada por otros investigadores en animales no injuria-
dos, en este estudio no tuvo efecto antihiperalgésico,
esta discrepancia puede explicarse por la utilizacion

de un rango de intensidades entre 2-3 mA, mdximo
tolerado por el animal conciente injuriado con incre-
mento de su sensibilidad dolorosa, que también ex-
plica mayor sensibilidad a la EA, mientras que otros
autores trabajaron con intensidades muy altas de 20-
30 mA, en animales no injuriados, restringidos y a ve-
ces anestesiados. También por el tipo de prueba
aplicada, en este caso la PWL y en los anteriores la
de retirada de la cola (TFL, por sus siglas en inglés).
Algunos autores (25) describen la inefectividad de la
PWL, para mostrar las variaciones del umbral noci-
ceptivo ante una frecuencia de estimulo de 2-4 Hz,
sucede lo contrario con el TFL, por la participacion
de varios circuitos neuronales que modulan de mane-
ra diferente en condiciones de baja frecuencia de EA.

Las discordancias entre la duracién del efecto
analgésico en este modelo de dolor inflamatorio, con
respecto a animales no injuriados, sugieren que la EA
puede activar el sistema nervioso central (SNC) o el
sistema neuroendocrino de formas diferentes segun
las condiciones patoldgicas o de salud del animal. Es-
te hecho es consistente con reportes sobre los efectos
analgésicos de los agonistas mu (u) y delta (8) opio-
des, que son potenciados durante la inflamacidén per-
sistente (26). La EA pudiera activar mds extensamente
al sistema inhibitorio endégeno y al eje hipotdlamo-
hipéfisis-suprarrenal en modelos inflamatorios, que
en animales no injuriados, esto explicaria los efectos
terapéuticos prolongados de la acupuntura por dias y
meses (20). Los autores consideran que la antihipe-
ralgesia inducida por baja y alta frecuencia de EA es
mediada por el sistema espinal y supraespinal de
opiodes, que puede inhibir la actividad de neuronas
nociceptivas a través del incremento de opiodes espi-
nales (2,4,6,24); también por la reduccién de SP
(2,18). Estd bien establecido que la EA a baja fre-
cuencia induce incremento de endorfinas y hormona
adenocorticotrépica (ACTH) desde la hipéfisis, au-
mento del nivel de glucocorticoides plasmadticos, los
cuales suprimen la inflamacién al deprimir la pro-
duccion de mediadores pro-inflamatorios (citocinas)
periféricamente en el sitio injuriado, lo que pudiera
evitar la sensibilizacién de nociceptores (5,6,7).

En cuanto a la expresion de proteina Fos (20) des-
criben una correlacion paramétrica con los estudios
funcionales, pues ambas frecuencias 10 Hz y 100 Hz,
suprimen significativamente la expresién de esta en
la mitad medial de las ldminas I-II del cuerno poste-
rior, a donde llegan las aferentes primarias nocicepti-
vas desde sus terminaciones en la pata trasera.
Ademds causan incremento de la expresion de esta
proteina en ldminas mds profundas como la III-1V,
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donde las fibras gruesas mielinizadas Aoy AB termi-
nan, lo que confirma que la EA inhibe y activa selec-
tivamente subpoblaciones neuronales en el CDE
(2,3,5,20). Esto sugiere que la EA pudiera activar es-
tas fibras y su efecto antihiperalgésico dependeria de
la activacién preponderante de las fibras gruesas mie-
linizadas sobre las finas no mielinizadas. Consecuen-
temente, los autores plantean la hipdtesis de que la
EA activaria neuronas espinales que transmitirfan la
sefial acupuntural al cerebro y también estimularia al
sistema inhibitorio enddgeno, el cual pudiera inhibir
la hiperalgesia y la expresion de proteina Fos en la
parte medial de la Ldminas I-II del cordén espinal
(20). Ellos observaron ademds, que la EA aplicada du-
rante 30 minutos, no tiene efecto sobre la expresion
de Fos en la parte medial de las ldminas superficiales,
pero induce su expresién en la mitad lateral de estas
ldminas y en todas las regiones de las ldminas III-1V,
VII-IX y X. Otras investigaciones han establecido que
ambos sistemas descendentes, el inhibidor y el facili-
tador, modulan la transmision de los impulsos noci-
ceptivos a nivel espinal (5-7,19,21,25). Los autores
sugieren que el estimulo prolongado pudiera activar
el sistema facilitador descendente atenuando la inhi-
bicion del dolor en este modelo de dolor inflamatorio
(20) (FIg. 2).

Fig. 2. Método de Lao y colaboradores para aplica-
cion de la EA en ratas.
Laboratorio de Farmacologia del CQF.

Efecto antihiperalgésico de la electroacupuntura
combinada con indometacina en un modelo de do-
lor inflamatorio en ratas.

LaEA a 10 Hz y a 100 Hz, combinada con indo-
metacina a dosis subanalgésicas en un modelo de in-
flamacién inducida con CFA en ratas (27), manifestd

una accion sinérgica ostensible, pues el efecto antihi-
peralgésico, probado mediante PWL de la combina-
cién, fue muy superior al efecto de ambos agentes por
separado. Los AINE como inhibidores de la ciclooxi-
genasa 2 (COX-2), al disminuir los prostanoides y la
sensibilizacion de nociceptores en la periferia, tam-
bién por sus efectos a nivel subcortical al causar des-
censo de los niveles de prostaglandinas E2 (PGE2),
ademds de influir sobre otros sistemas centrales inhi-
bitorios (28-30) y la EA por su mecanismo opiode de-
pendiente, que determina un balance inhibitorio en
CDE sobre los aminodcidos excitatorios. También por
disminucién de SP, determinado por técnicas inmu-
norreactivas, puede reducir la respuesta electrofisio-
l6gica de las neuronas en los circuitos espinales
(2,17-19) y evidentemente la participacion de varios
mecanismos bioldgicos explicaria el efecto sinérgico
de esta combinacidn.

Oxido Nitrico y Electroacupuntura

En los dltimos afios se han acumulado evidencias
de que el 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés)
tiene un importante papel en la sensibilizacién central
(30-34). Al parecer, la via postsindptica receptor
NMDA-NO-GMPc (receptor N-metil-D-aspartato/oxi-
do nitrico/ guanosin monofosfato ciclico) estd com-
prometida en el proceso, aunque es de sefialar que los
efectos in vitro del NO, en ocasiones, no se correla-
cionan con los in vivo. Algunos estudios reportan que
bajo régimen electroacupuntural el incremento del NO
es el mecanismo primario que aumenta la microcircu-
lacién en la articulacion de la rodilla en ratas Wistar,
bloqueado en presencia de nitro-L-arginina methyl es-
ter (L-NAME) (35). Otros reportan que tras el esti-
mulo electroacupuntural del punto E 36 se induce la
expresion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (NOSn)
en los ntcleos gracilis y del tracto solitario que incre-
menta la produccion ON, el cual contribuye a la regu-
laciéon de la funcién cardiovascular y al efecto
hipotensor de la EA (36). En modelos de Diabetes in-
ducida en ratas con estreptozotocina, la EA disminu-
ye la expresién de la NOS en la sustancia gris
periacueductal (SGP), importante estructura supra-
segmentaria antinociceptiva (37-41).

Un estudio de los niveles de NO neuronales en hi-
pocampo de ratas, a las que se administraron sobre-
dosis de penicilina para inducir convulsiones, mostré
incremento marcado del mismo. Estos animales fue-
ron estimulados con EA y se logré un efecto anticon-
vulsivante, correlacionado con el descenso de la tasa
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de NO:; la variabilidad de respuestas puede obedecer
a diferencias en los modelos experimentales, pero
guarda correspondencia con la multiplicidad biolégi-
ca del NO (31,32).

La regulacién funcional de los nociceptores depen-
de del balance entre las concentraciones de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), respectivos segundos mensajeros del
sistema nervioso simpdtico y parasimpdtico. El estado
de analgesia se restablece con su equilibrio (27,29). El
NO como mediador de los analgésicos antiinflamato-
rios no esteroideos (AINE), aumenta los niveles de
GMPc a través de la via L-Arginina/NO/GMPc y man-
tiene el equilibrio. Este puede tener acciones paraddji-
cas que dependen de la fuente del mismo, la existencia
de una familia de genes para las isoformas de NOS
(o0xido nitrico sintasa) involucradas, el estado redox de
las células y su microambiente, la posibilidad de di-
fundir y actuar sobre diferentes poblaciones celulares,
su concentracion, etcétera (30-33). Durante la infla-
macion, se libera desde las células endoteliales y/o ter-
minaciones nerviosas; provoca vasodilatacién, altera
la permeabilidad vascular y estimula a la COX-2, a
través IL16; es disparado por mediadores inflamato-
rios y puede aumentar la liberacién del péptido rela-
cionado al gen de la calcitonina (PRGC) y SP, desde
los nervios, para autoperpetuar el proceso (32). La via
del NO-GMPc, evidentemente, tiene un papel tanto
positivo como negativo en la regulacion del dolor y la
hiperalgesia y la influencia de la EA sobre esta pudie-
ra ser importante.

La ketamina asociada a la electroacupuntura in-
crementa su eficacia y retarda el desarrollo de to-
lerancia a este proceder en ratas.

La asociacion de la ketamina con la EA a alta fre-
cuencia (100 Hz) en ratas, produjo un incremento de la
eficacia antinociceptiva de esta técnica, corroborada
por TFL y también retardo el desarrollo del fendmeno
de tolerancia, que puede aparecer después de su admi-
nistraciéon prolongada (38). Son conocidas las interac-
ciones entre los receptores NMDA y los receptores
opiodes durante el procesamiento nociceptivo espinal,
donde se encuentran distribuidos ampliamente en la 14-
mina II del cuerno posterior; pero esta interaccion es
muy particular y ha causado discrepancias en multiples
estudios. Existen reportes de que la ketamina y el dex-
trometorfan pueden potenciar los efectos antinocicep-
tivos de los agonistas de receptores u, pero no de los
agonistas 0 o kappa (k) en la prueba del plato caliente

en ratones, mientras otros autores refieren efectividad
para incrementar los efectos de agonistas y y k. Las di-
ferencias en las dosis utilizadas, las vias de adminis-
tracion, las pruebas funcionales, los animales y las
condiciones en que fueron creados los modelos, son al-
gunos de los factores que pueden explicar estas dis-
crepancias (38). La EA a alta frecuencia produce
aumento preponderante de dinorfina en ratas normales,
que actda con mayor afinidad sobre los receptores .
Los investigadores especulan que la ketamina pudiera
potenciar la antinocicepcién de la EA a través del an-
tagonismo NMDA (38,39). El retardo de la tolerancia
crénica pudiera deberse al mismo efecto. Se ha docu-
mentado la importancia de otros neurotransmisores, co-
mo el glutamato y de sus interacciones con las vias
opiodes en el mecanismo de tolerancia a la morfina, as{
como su bloqueo mediante la utilizacién de antagonis-
tas competitivos y no competitivos del receptor
NMDA, estos antagonistas carecen de efectos sobre la
potencia de la morfina en animales que no habian re-
cibido previamente el farmaco, por lo que su efecto no
puede atribuirse solamente a la simple potenciacién de
las acciones de los opiodes (38,41). El bloqueo del si-
tio regulador de glicina en el receptor NMDA tiene
efectos similares al bloqueo de la tolerancia (39), este
dato sugiere que el citado receptor juega un papel en el
desarrollo de la tolerancia a opiodes y segun los ha-
llazgos de este experimento, también en el desarrollo
de la tolerancia crénica a la EA.

Potenciacion del efecto analgésico de la electroa-
cupuntura asociada a endomorfina-1 en ratas.

Realmente son pocos los estudios en la literatura,
que utilizan la prueba de la formalina para demostrar
los efectos antihiperalgésicos de la electroacupuntura
(40), a pesar de ser considerado por Dalal y Melzack,
como un excelente modelo de dolor prolongado de mo-
derada intensidad, que se asemeja al dolor clinico en
humanos, pues desencadena una respuesta bifdsica con-
ductual, que en un primer tiempo refleja el dolor noci-
ceptivo en respuesta a la noxa quimica aguda y en un
segundo tiempo refleja el dolor inflamatorio con la
sensibilizacion espinal inducida por la injuria, especi-
ficamente a una concentracion de 5% (1,4,22); este ex-
perimento es uno de ellos. Los autores observaron una
potenciacién del efecto antinociceptivo de la EA a 2Hz
asociada a la administracion intratecal de endomorfi-
na-1, un novedoso péptido enddgeno, agonista y
(24,40). Estudios previos demostraron incrementos di-
ferenciales de opiodes en el CDE de ratas y humanos:
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La EA a baja frecuencia (2 Hz) incrementa la libera-
cion de encefalinas y beta endorfina que activan re-
ceptores & y u en el SNC. EIl tercer miembro de
opiodes seria la endomorfina-1 y la EA a alta frecuen-
cia (100 Hz) induce incremento de dinorfina que actia
en receptores K en el cuerno posterior. La EA sola no
suprime la respuesta conductual nociceptiva inducida
por formalina al 5%, en cambio ella es capaz de incre-
mentar la TFL ante el estimulo térmico en animales sa-
nos. Los mismos autores en estudios anteriores
demostraron que la DEso (dosis efectiva para producir
la reduccién del dolor en el 50% del grupo control) de
opiodes es significativamente menor en esta prueba de
dolor nociceptivo, que en la prueba de formalina, don-
de deben suprimir alteraciones de los circuitos espina-
les como la sensibilizacién central. Los opiodes
intratecales pueden suprimir la sensibilizacién central
inducida por formalina (36,37). Estos autores postulan
que el incremento de péptidos opiodes enddgenos que
produce la EA, no es suficiente para suprimir la res-
puesta nociceptiva conductual inducida por la formali-
na, pero es capaz de producir antinocicepcién en un
modelo de dolor agudo, no patolégico como la prueba
de retirada de la cola (4,37). En cambio al combinar la
EA a 2 Hz con la administracion intratecal de endo-
morfina-1, se observé una desviacion a la izquierda de
la curva dosis respuesta en comparacién con la curva
para la endomorfina-1 sola, por lo que la EA incre-
menta sus efectos antinociceptivos (4). La combinacién
clinica de drogas con la EA en humanos puede aumen-
tar la analgesia y disminuir los efectos indeseables al
reducir las dosis utilizadas. De ah{ la importancia de
los efectos sinérgicos y/o aditivos del proceder con
otros farmacos, lo que puede ser de eleccidn en pa-
cientes ancianos y oncoldgicos (Fig. 3).

Fig. 3. Observacién de la respuesta bifdsica conduc-
tual de la rata en la prueba de la formalina.
Laboratorio de Farmacologia del CQF.

Sinergismo de la electroacupuntura con los anta-
gonistas de receptores excitatorios para inhibir la
hiperalgesia inducida por carragenina y la expre-
sion de proteina Fos espinal.

Los autores basaron sus estudios en hallazgos pre-
vios, que favorecian la importancia de los receptores
de aminodcidos (aa) excitatorios como blancos para
el tratamiento del dolor. Entre ellos, la inhibicidn de
la respuesta bifdsica inducida por formalina tras la ad-
ministracion de antagonistas NMDA y la supresion de
la variabilidad de respuestas nociceptivas ante la in-
juria nerviosa y la inflamacién periférica, causada por
estos (41,42). En contraste el uso de antagonistas de
receptores dcido2-amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propiénico (AMPA) y kainato (KA) tenfan resultados
conflictivos (43), por lo que se propusieron estudiar
comparativamente los efectos del antagonista NMDA
(APS5) y el antagonista AMPA/KA (DNQX) en la hi-
peralgesia térmica inducida por CA y su repercusion
en la expresion de Fos espinal en ratas (41). También
determinaron un posible sinergismo en los efectos an-
tinociceptivos de la EA con ambos antagonistas a do-
sis subanalgésicas. Ellos demostraron una potente
reduccion de la produccidn de las concentraciones de
glutamato y aspartato en el CDE, tras el estimulo
electroacupuntural a 2Hz, y pudieron establecer una
relacion entre la analgesia electroacupuntural y los re-
ceptores de aa excitatorios (41-43).

El APS5 suprimi6 de manera dosis dependiente la
hiperalgesia térmica inducida por CA a dosis que no
interferian las funciones motoras, también redujo de
manera significativa la expresién de Fos en las ldmi-
nas [-II 'y V-VI. Con el DNQX se logré el mismo re-
sultado pero a dosis muy superiores. Desde 1992,
otros estudiosos del tema propusieron una diferencia-
cion funcional entre estos receptores en el procesa-
miento nociceptivo espinal (43).

En cuanto a la combinacion con la EA, se observo
un potente sinergismo al inhibir la hiperalgesia indu-
cida por CAy la expresion de Fos espinal. Al parecer
la EA responde a varios mecanismos biolégicos, co-
mo el incremento de diferentes neuropéptidos en el
SNC. Se ha reportado que el efecto analgésico de la
EA en la rata es equivalente a una baja dosis de mor-
fina de 3mg/kg (41). Hoy existen importantes evi-
dencias a favor de que los aa excitatorios ejercen sus
efectos farmacoldgicos por interaccidn con el sistema
opiode, especialmente en la regulacién de la nocicep-
cion (41,42). El pre-tratamiento con antagonistas
NMDA y AMPA/KA potencializa y prolonga la anal-
gesia inducida por opiodes (42,43), también un anta-
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gonista del sitio de glicina, el 7-chlorokynurenato, in-
crementa el efecto de la morfina sobre la respuesta re-
petitiva a la estimulacion de la fibras C en el cuerno
posterior.

La médxima disminucién de aa excitatorios se ob-
servo a los 30 minutos después de iniciada la EA, los
valores se restablecieron al nivel basal a los 60 minu-
tos después de cesar el estimulo y la preadministracién
de naloxona bloqueé completamente el efecto (41).

La combinacion de la EA y los antagonistas actia
sobre los receptores presindpticos de opiodes y los
postsindpticos de aa excitatorios. La actividad de los
opiodes presindpticamente sobre las terminales de fi-
bras C, reduce la liberacidn del neurotransmisor ex-
citador y puede producir un sinergismo con la
inhibicién del antagonista sobre el receptor NMDA.
Aunque el incremento en la produccion de opiodes
producida por al EA puede no ser alta en la médula
espinal, también la activacion de las vias centrales
descendentes inhibitorias y la actividad de receptores
opiodes supraespinales inducida por esta, puede con-
tribuir al efecto sinérgico (44,45).

La relevancia clinica de la utilizacién de combi-
naciones de bajas dosis de antagonistas, muy neuro-
toxicos a dosis superiores, con la EA que solo induce
una analgesia moderada, radica en su efectividad y en
la reduccion de los efectos indeseables (41). Una li-
mitacidn de este estudio pudiera ser la restriccidn del
animal durante el tiempo de estimulacion que genera
SIA (21,22). También las dificultades con un grupo
control para la EA, totalmente carente de efectos
analgésicos, en este caso se utilizé una forma de acu-
puntura simulada no invasiva, pero el acdpite del gru-
po control constituye un conflicto para todas estas
investigaciones (2,5,6,19-21,24,27,41).

Mecanismo de depresion a largo plazo (LTD) a ni-
vel del cuerno posterior y electroacupuntura a 2Hz
en ratas.

En 1973, investigadores de la Universidad de Os-
lo descubrieron que las células nerviosas del hipo-
campo se unen con mayor fuerza cuando son
estimuladas por una serie de impulsos eléctricos de
alta frecuencia. Este fendmeno, conocido como po-
tenciacion prolongada (LTP, por sus siglas en inglés)
puede durar horas, dias e incluso semanas (46). EI hi-
pocampo es una estructura cerebral fundamental para
la formacién de la memoria en humanos y animales,
rica en receptores NMDA. Este forma parte del sis-
tema limbico, de importancia vital para el compo-

nente afectivo de la percepciéon dolorosa. Estudios
posteriores demostraron que estimulos de baja fre-
cuencia aplicados al hipocampo producian disminu-
cién prolongada en la fuerza de las conexiones, un
fendmeno conocido como depresién prolongada
(LTD, por sus siglas en inglés). Actualmente, se sabe
que la LTP y la LTD ocurren también en otras regio-
nes cerebrales, como la neocorteza y la amigdala.
Posteriormente se demuestra que los cambios sindp-
ticos dependen de los receptores NMDA (46).

Hallazgos recientes en animales, sugieren que los
receptores inotropicos para glutamato estdn involu-
crados en la analgesia electroacupuntural a baja fre-
cuencia (2 Hz) por medio del mecanismo de LTD a
nivel del cuerno posterior (47). Con anterioridad nos
referimos al efecto sinérgico antinociceptivo de la EA
combinada con antagonistas de los receptores NMDA
y AMPA/KA, en un modelo de hiperalgesia inducida
por CA (41). En este estudio la polémica surgiria del
efecto causado por la misma administracién conjun-
ta, pero sobre la disminucién significativa de la TFL
en ratas normales; o sea la inhibicion de la analgesia
electroacupuntural a 2 Hz. Los autores sugieren que
el mecanismo de analgesia de la EA a esta frecuencia
pudiera estar mediado por estos receptores de mane-
ra similar a la LTD. Sandkiihler propuso un meca-
nismo celular en el CDE, que pudiera explicar la
analgesia duradera siguiendo a la EA. El condiciona-
miento de la estimulacion de fibras Ad por la EA, in-
duce el incremento de glutamato en las terminaciones
nerviosas en el cuerno posterior, el cual activa a los
receptores NMDA y produce un moderado incremen-
to del Ca** citosdlico, éste causaria la activacion de la
proteina fosfatasa y subsecuentemente la depresion a
largo plazo del refuerzo sindptico ocurre como resul-
tado de la desfosforilacion de las proteinas sindpticas,
entre ellas el receptor AMPA (47).

Ha sido bien documentado el papel del N-metil-D-
aspartato (NMDA), como agonista del receptor del
mismo nombre, en la sefializacion del dolor a nivel
espinal; en este experimento es aplicado por via in-
tratecal en ratas y con cardcter dosis dependiente, pro-
duce manifestaciones conductuales en el animal como
vocalizacién y movimiento de sus miembros. El efec-
to fue medido por la TFL cada 10 minutos por 1 ho-
ra, pero al monitorizar la respuesta a intervalos de 2
minutos por 12 minutos, después de su administracién
a bajas dosis (0,1-0,6g) produjo un efecto analgési-
co breve. Este hallazgo interesante permitié postular
que la administracién de aa excitatorios intratecales
generaba ambos efectos, hiperalgésicos y analgésicos
(47). Sin embargo esta analgesia temporal del ago-
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nista NMDA es diferente a la analgesia duradera cau-
sada por EA; al parecer en este caso, podria resultar
de continuos tratamientos por periodos de 30 minu-
tos. De ser administrado el agonista a bajas dosis de
manera continuada, el resultado podria ser duradero
similar a la EA (47).

Estos reportes contradictorios con respecto a la
relacion de la EA con los aa excitatorios, pueden es-
tar determinados por los modelos animales, de dolor
patolégico inflamatorio en el estudio anterior y do-
lor nociceptivo, en animales sanos en el presente.
Ambos tienen relevancia clinica y sugieren mecanis-
mos diferentes de interaccién de la EA con los re-
ceptores de glutamato en condiciones de dolor agudo
o persistente.

En los estados de sensibilizacion central, por con-
tinuo bombardeo de la SP y otras takicininas sobre los
receptores neurocinina 1y 2 (NK1 y NK2) y de gluta-
mato en los receptores AMPA y KA, se produce tam-
bién un aumento de la concentracidn intracelular del
Ca’ y un rechazo electrostdtico del i6n Mg* que eli-
mina el bloqueo sobre el canal del receptor NMDA y
aumenta de manera elevada la corriente de entrada de
Na*y Ca* (48,49). Este dltimo activa una cascada de
segundos mensajeros, como la proteina cinasa C, que
fosforila a multiples proteinas, entre ellas al propio re-
ceptor y reduce el bloqueo de Mg>* e incrementa la
sensibilidad al glutamato. También se produce la acti-
vacion del sistema NOS/NO/GMPc (50). EI resultado
es un cambio en la transmisién sindptica que altera, in-
crementa y prolonga la actividad en los circuitos es-
pinales, similar al refuerzo sindptico observado en la
LTP, para algunos una verdadera memorizacién del do-
lor. Si la EA de baja frecuencia produjera disminucion
de las concentraciones de aspartato y glutamato (41),
pudiera tener un papel al evitar el establecimiento de
estos cambios. Participan los mismos sistemas neuro-
transmisores-receptores y el Ca** citosélico es prota-
génico como cofactor enzimdtico en estos procesos,
pero la EA pudiera ejercer su accion sobre estos siste-
mas segun las condiciones subyacentes fisioldgicas o
patoldgicas y regular el balance de mediadores quimi-
cos hacia la recuperacion de la homeostasis corporal.
La actividad neuromoduladora de este proceder, le
abre un espacio en el tratamiento del dolor patolégico
en asociacion a otros farmacos con acciones sobre es-
tos blancos moleculares.

CONCLUSIONES

e La electroacupuntura posee efectos antiinflama-

torios no dependientes de opiodes profildcticos
y puede activar el sistema neuroendocrino de
manera diferente en condiciones de salud o en-
fermedad.

Su efecto antihiperalgésico es pardmetro-depen-
diente y fue 6ptimo a 10 Hz/3 mA/0.1 ms/20 min
en un estudio con animales injuriados, concien-
tes y no restringidos.

La combinacién de indometacina a dosis sub-
analgésicas, con la EA presentd efecto sinérgico
antihiperalgésico en un modelo de dolor infla-
matorio.

La combinacién con antagonistas de receptores
de aminodcidos excitatorios presentd efecto si-
nérgico antihiperalgésico, también en un mode-
lo de dolor inflamatorio.

La electroacupuntura a 2Hz puede disminuir la
concentraciéon de aminodcidos excitatorios en
cuerno posterior, el efecto es maximo a los 30
minutos de estimulo.

Un nuevo péptido opiode se suma al incremento
de encefalinas y beta endorfina con el estimulo
electroacupuntural a baja frecuencia; la endo-
morfina-1.

La ketamina aumenta la eficacia y retarda la to-
lerancia a la EA de alta frecuencia (100 Hz) que
induce incremento de dinorfina en el cuerno pos-
terior.

Bajo régimen electroacupuntural se ha observa-
do aumento de las tasas de 6xido nitrico perifé-
ricamente y disminucién a nivel central en
hipocampo y en la sustancia gris periacueductal.
Los receptores inotrépicos para glutamato estdn
involucrados en la analgesia electroacupuntural
a 2 Hz, por medio del mecanismo de depresion a
largo plazo (LTD) a nivel del cuerno posterior en
animales no injuriados.
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